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@ Verfahren und Vorrichtung zurgezielten Fusion von Zellen 

Urn ein Verfahren zur Elektrofuslon von Zellen, bei dem die 
Zellen miteinander In Membrankontakt und mittels eines 
geeigneten Magnetfeldes fusioniert werden, zu schaffen, 
be! welchem in einfacher Weise eine gezielte Fusion zweier 
Zellen mdglich ist, vwird vorgeschlagen, da& die Zellen an 
einem ersten und an einem zwetten Trager fixiert werden, 
daB die beiden Trager so angeordnet werden, daS sich die 
auf diesen fixierten Zellen gegenuberliegen, daB die Zellen 
aufeinanderzu bewegt werden, so daS sich im wesentiichen 
Paare von Zellen bilden, die eine Zelle von dem ersten und 
eine Zeile von dem zweiten Trager umfassen. und daft die 
Zellen der Paare anschlieBend fusioniert werden. 
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Patentanspriiche . 

1. Verfahren zur Elektrofusion von Zellen, bei welchem die 
Zellen miteinander in Meinbrankontakt gebracht und mittels 
eines geeigneten -Seflinipulses fusioniert werden, 
dadurchgekennzeichnet, dass die 
Zellen an einem ersten und einem zweiten Trager fixiert 
werden, dass die beiden Trager so angeordnet werden, 
dass sich die auf diesen fixierten Zellen gegeniiberlie- 
gen, dass die Zellen aufeinanderzu bewegt werden, so dass 
sich im wesentlichen.Paare von Zellen bilden, welche eine 
Zelle von dem ersten und eine Zelle von dem zweiten TrSger 
umfassen, und dass die Zellen der Paare anschliessend 
fusioniert werden. 

2- Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
auf dem ersten Trager Zellen einer Sorte A und auf dem 
zweiten Trager Zellen einer Sorte B fixiert werden. 

3, Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass auf den TrSgern so viele Zellen fixiert werden, 
dass eine Belegungsdichte von mindes tens ungefShr 60 % 
einer OberflSche der TrSger erreicht wird. 

4. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Oberflache der TrSger mit min- 
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destens einer Schicht von Zellen der jeweiligen Zellsorte 
belegt wird, 

5. Verfahren nach einem der voranstehenden Ansprttche/ dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zellen durch laechanisches Zusammen 
fiihren der Trager aufeinanderzu bewegt werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Trager mechanisch bis auf einen 

- geringen Abstand voneinander zusanunengef uhrt werden, dass 
die Zellen von mindestens einem der Trager gelost werden 
tind dass die Zellen durch -TSieLektrophorese vollends 
zur Bildung von Paaren aufeinanderzu bewegt werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Membran der Zellen mit ferromagneti- 
schen Partikeln versehen wird/ dass die Trager mechanisch 
bis auf einen geringen Abst2uid voneinander zusammengefUhrt 
werden und dass die Zellen durch ein aus seres Magnetfeld 
vollends zur Bildung von Paaren aufeinanderzu bewegt wer- 
den, 

8. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet, dass zu einem Aufbringen der Zellen auf 
die Trager die Zellsuspension durch diese hindurchgesaugt 
wird - 

9. Verfahren nach einem der voranstehenden AnsprCiche/ dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zellen durch Haftung in Poren 
der Trager fixiert werden. 
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10 Verfahren nach einem der Ansprflche 1 bis 8, dadurch ge- 
■icennzeichuet, daas die Zellen durch elektrostatische 

Wechselwirkung auf den Tragem fixlert werden.. 

11 verfahren naoh einem der AnsprUche 1 bis 8. dadurch ge- 
■ kennzeichnet, dass die Zellen durch Bildung mittels 

Antikfirpern auf den Tragern fixiert werden. 

12. vorrichtung zur DurchfOhrung das Verfahrens 

aer Anspruohe 1 bis 11, mit zwei im Abstand voneinander 
angeordneten Elektroden, zwischen denen zur Blektrofu- 
sion erforderliche elektrische Pelder erzeugbar sind, 
dadurch gekennzeichnet, dass zwischen den Elektroden 
- (34, 36) zwei TrSgerelemente (68, 70) mit gegeneinander 
gerichteten und Zellen (80, 82) tragenden OberflSchen 
(86. 88) positionierbar sind, wobei die OberflSchen (86, 
88) einen ersten .Abstand voneinander aufweisen. 

13 vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass eine Verstellvorrichtung (10) vorgesehen ist, 
^ttels welcher die OberflSchen (86, 88) von einem 

. zweiten, wesentlich grSsseren Abstand bis auf den 
ersten Abstand aufeinanderzu bewegbar sind. 

14 vorrichtung nach Anspruch 12 oder 13. dadurch gekenn- 
■ zeichnet, dass der erste Abstand so gering ist, dass 

die zellen (80, 82) an den OberflSchen (86, 88) der 
beiden TrSgerelemente (68, 70) miteinander in Membran- 
kontakt konmen. 
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15. Vorrichtung nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der erste Abstand ungefahr einera xMehrfa- 
chen des Durchmessers der Zellen (80, 82) entspricht, 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 12 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, dass Spulen (100, 102) zur Erzeugung 
quer zu den Oberflachen (86, 88) verlaufender magneti- 
scher Felder vorgesehen sind- 

17. Vorrichtung nach einem der Ansprttche 12 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass die TrSgerelemente (68, 70) Filter 
mit einer ungefShr dem Durchmesser der jeweils zu fu- 
sionierenden Zellen (80, 82) entsprechenden Porengr5sse 
sind. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 12 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Tragerelemente (68, 70) zum 
Fixieren der Zellen auf ihren OberflSchen (86, 88) ein-. 
lonenaustauschermaterial tragen. 

19. Vorrichtung nach einem der AnsprUche 12 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Tragerelemente (68, 70) zum 
Fixieren der Zellen (80, 82) auf ihfen OberflSchen (86, 
88) fUr die jeweils zu fixierenden Zellen (80, 82) spe- 
zifische Antikarper tragen. 
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Beschreibung 

Verfahren und Vorrichtung zur gezielten 
Fusion von Zellen 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Elektrofusion von :• 
Zellen, bei welchem die Zellen miteinander in Membrankontakt , 
gebracht und mittels eines geeigneten Feldimpulses fusioniert. 
werden . 

Des weiteren betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens rait zwei im Abstand voneinander . 
angeordneten Elektroden, zwischen denen zur Elektrofusion er-. 
forderliche elektrische Felder erzeugbar sind. 

Bisher ist ein Verfahren zur Elektrofusion von Zellen bekannt, 
bei welchem diese in einer Zellsuspension durch Dielektro- 
phorese Im inhomogenen elektrischen Feld ISngs der Feldlinien 
in Form sogenannter Perlenketten aufgereiht werden. Danach 
wird ein geeigneter Feldimpuls appliziert, welcher Locher 
im Bereich einer Membrankontaktzone zwischen jeweils zwei 
sich beriihrenden Zellen erzeugt, so dass es zu einer Briicken- 
bildung zwischen den Membranen beider Zellen in der Membran- 
kontaktzone kommt und schliesslich eine fusionierte Zelle 
entsteht. 
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Des weiteren ist noch ein Verfahren bekannt, bei den eine 
Zellsuspension mit hoher Zelldichte verwendet wird, in wel- 
cher ebenfalls die zur Fusion notwendigen Feldimpulse appli- 
ziert werden, so dass die Meinbranen der Zellen durchlochert 
werden und sich statistisch zwischen einzelnen Zellen in der 
Suspension Briicken bilden und folglich ebenfalls fusionierte 
Zellen entstehen. 

Alle bekannten Verfahren haben jedoch den Nachteil, dass die 
Zahl der miteinander fusionierenden Zellen nur sehr schwer 
Oder tiberhaupt nicht kon troll ierbar ist. Bei dem zuletzt ge- 
nannten Verfahren, bei welchem sich statistisch Brticken zwi- 
schen den Meinbranen einzelner Zellen bilden, entstehen die 
Fusionsprodukte aus ' zwei oder mehreren Zellen entsprechend 
einer statistischen Verteilung und sind nur iiber die 
Konzentration der Zelldichte indirekt beeinf lussbar. £s ist 
jedoch keinesfalls mOglich, im wesentlichen nur Fusionspro- 
dukte aus zwei -Zellen herzustellen. Desgleichen ist auch 
beim zuerst genannten Verfahren die Lange der einzelnen Per- 
lenketten nur indirekt beeinflussbar und es ist ebenfalls 
nicht moglich, das Verfahren so zu fiihren, dass eine iiberwie- 
gende Zahl der Perlenketten nur aus zwei Zellen besteht, 
so dass Fusionsprodukte im wesentlichen nur aus zwei mit- 
einander fusionierten Zellen entstehen. 

Bei der Anwendung der Elektrofusion in biotechnologischen Ver- 
fahren ist es jedoch in zunehmendem Masse erforderlich, eine 
moglichst grosse Zahl von Fusionsprodukten gezielt herzustel- 
len, d.h. gezielt eine genau definierte Zahl von Zellen mit- 
einander zu fusionieren. Dies ist vor allem deshalb notwendig^ 
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weil es nach der Zellfusion sehr schwierig ist, zu unter- 
scheiden, ob das Fusionsprodukt genau die gewunschte Zahl 
fusionierter Zellen umfasst oder ob unerwunschterweise mehr 
Oder weixiger Zellen als beabsichtigt miteinander fusioniert 
wurden* 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren der gat- 
±ungsgemassen Art zu schaffen, bei welchem in einfacher 
Weise eine gezielte Fusion zweier Zellen mSglich ist. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemfiss bei einem Verfahren 
der eingangs beschriebenen Art dadurch gelost, dass die 
Zellen an einem ersten und einem zweiten TrSger f ixiert 
werden, dass die beiden Tr^ger so angeordnet werden, dass 
sich die auf diesen fixierten Zellen gegenuberliegen, dass 
die Zellen auf einanderzu bewegt werden, so dass sich im 
wesentlichen Paare von Zellen bilden, welche eine Zelle von 
dem ersten und eine Zelle von dem zweiten Trager umfassen, 
und dass die Zellen der Paare anschliessend fusioniert wer- 
den. 

Das erfindungsgemasse Verfahren hat den Vorteil, dass durch 
die auf den TrSgern fixierten Zellen und das anschliessende 
Auf einanderzubewegen im wesentlichen nur Paare von Zellen 
hergestellt werden kSnnen, so dass nach der Fusion 
nahezu nur Fusionsprodukte vorliegen, die aus jeweils 
einem derartigen Paar bestehen. Dabei beschrSnkt sich die- 
ses Verfahren selbstverstandlich nicht auf die Herstellung 
von Fusionsprodukten aus nur zwei Zellen, sondern es kann 
beispielsweise nach der Fusion zweier Zellen das Fusions- 
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produkt auf einem Trager fixiert bleiben und auf dem an- 
deren Trager eine weitere Zelle fixiert werden, die an- 
schliessend mit dem nach der ersten Fusion entstandenen 
Fusionsprodukt wiederum fusioniert werden kann, so dass das 
neue Fusionsprodukt sich aus drei Zellen zusammensetzt. 
Damit hat man die Mdglichkeit, in gezielter Weise eine be- 
liebige Zahl von Zellen miteinander zu fusionieren. 

Besonders interessant ist das erfindungsgemSsse Verfahren, 
wenn zwei unterschiedliche Zellen miteinander fusioniert 
werden sollen. Beispielsweise ist hier an die Herstellung 
von Hybridomzellen zu denken. Eine derartige Fusion zweier 
unterschiedlicher Zellen ist bei den eingangs beschriebenen, 
bereits bekannten Verfahren in gezielter Weise iiberhaupt 
nicht moglich, da jeweils nur mit einer Zellsuspension gear- 
beitet werden kann, in <fer die beiden unterschiedlichen Zel- 
len zwar in einem bestimmten Verhaltnis, jedoch in stati- 
scher Verteilung vorliegen. Das Verfahren ist durch keinen 
ausseren Parameter so beeinf lussbar , dass nur jeweils Zel- - 
len unterschiedlicher Art miteinander fusionieren, d.h. 
beispielsweise, dass sich Perlenketten aus Zellen einer 
Sorte A und einer Sorte B zusammensetzen. Aus diesem Grund 
ist bei einem beson<fers vorteilhaften Ausfiihrungsbeispiel 
des erfindungsgemassen Verfahrens daran gedacht, dass auf 
dem ersten TrSger Zellen einer Sorte A und auf dem zweiten 
Trager Zellen einer Sorte B fixiert werden. Damit lassen 
sich zum einen Fusionsprodukte mit der Konf iguration A-A 
Oder B-B und zrnn anderen Fusionsprodukte aus mehr als zwei 
Zellen im wesentlichen vermeiden. 

Urn eine ausreichend hohe Wahrscheinlichkeit fur die Erzeu- 
gung von Fusionsprodukten aus den Zellen auf dem ersten 
Trager und den Zellen auf dem zweiten Trager zu erreichen. 
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sollte elner Zelle auf dem ersten Trager mit grosser Wahr- 
scheinlichkeit eine Zelle auf dem zweiten TrSger gegentiber- 
liegen. die dann zu eineta Paar zusaiomeiigefuhrt werden kc5n- 
nen. so dass es zweckmSssig ist, wenn auf den Tragern so 
viele Zellen fixiert werden, dass eine Belegungsdichte von 
.aindestens ungefShr 60 % einer Oberf ISche der Trager erreicht 
wird. 

wenn jekoch sichergestellt werden soli, dass auf jeden Fall 
einer Zelle auf dem ersten TrSger eine Zelle auf dem zweiten 
Trager gegenuberliegt, kann dies auch daduroh erreicht werden, 
dass die Oberflache der TrSger mit mlndestens einer Schicht • 
von Zellen der jeweiligen Zellsorte belegt wird. 

Das zusammenftthren der auf den einander gegenOberliegenden ^ 
Tragern angeordneten Zellen ist auf versohiedene Art und. 
Heise mSglich. 

Ein AusfUhrungsbeisplel sieht vor, dass die Zellen durch me- 
ohanisches Zusammenfiihren der TrSger aufeinanderzu bewegt 
werden, so dass die auf den OberflSchen der Trager angeord- 
neten zellen gegeneinander gedruokt und dadurch fUr die 
Fusion in Membrankontakt miteinander gebracht werden. Der 
Vorteil dieser LBsung ist darin zu sehen, dass zur Herstel- 
lung des Membrankontakts keine zusStzlichen Massnahmen er- 
forderlich sind und somit auch die mit diesen zusatz lichen 
Massnahmen verbundenen Probleme nicht auftreten. Beispiels- 
weise bringt die Verwendung der Dielektrophorese fflr das 
Zusaimnenfuhren der Zellen stets eine unerwunsohte und fUr 
die zellen schSdliche ErwSrmung der Zellsuspension aufgrund 
des fiir die Dielektrophorese notwendigen elektrischen Wechsel- 
feldes mit sich. Aber auch ein Zusammenftthren der Zellen durch 
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Ma-jnetf elder hat Nachteile, die sich in einem verschlechter- 
ten Wachstum der fusionierten Zellen aufgrund der auf der 
Membran haftenden Magnetpartikel aussern. 

Sine weitere Moglichkeit zum Zusainmenfuhren der Zellen be- 
steht darin, dass die TrSger mechanisch bis auf einen ge- 
ringen Abstand voneinander zusammengeftlhrt werden, dass 
die Zellen von mindestens einem der Trager geldst werden 
und dass die Zellen durch Dielektrophorese vollends zur 
Bildung von Paaren aufelnanderzu bewegt werden. Dieses Aus- 
£0hr\ingsbeispiel hat den Vorteil# dass die Zellen nicht wie 
beim mechanischen Zusainmenfuhren teilweise einem grossen 
mechanischen Druck ausgesetzt und dadurch gequetscht und 
geschadigt werden; sondern dass sie durch die Dielektro* 
phorese in leichtem Membrankontakt miteinander gehalten wer- 
den. Die Erwarmung der Zellsuspension durch Dielektrophorese 
ist bei dieser Verf ahrensfuhrung deshalb nicht sehr gross, 
well die Zellen bereits durch das mechanische Zusammenfiihren 
in geringeiu Abstand einander gegenuberliegen, so dass das 
Wechselfeld fiir die Dielektrophorese nur fiir kurze Zeiten an- 
gelegt werden muss und deUier auch nur eine unwesentliche Er- 
wSrmung auftritt, 

Ein weiteres Ausf iihrungsbeispiel sieht vor, dass eine Membran 
der Zellen mit f erromagnetischen Partikeln versehen wird, 
dass die Trager mechanisch bis auf einen geringen Abstand. 
voneinander zusammengefUhrt werden und dass die Zellen durch 
ein aus seres Magnetfeld vollends zur Bildung von Paaren auf~ 
einanderzu bewegt werden. Auch hierbei werden die Zellen 
nicht wie beim vollstandigen mechanischen Z us ammenfiihr en ge- 
quetscht und einem mechanischen Druck ausgesetzt und es kann 
jegliche Erw3rmung im Gegensatz zur Dielektrophorese vermie- 
den werden, da die Zellen die letzte kurze Distanz bis 
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zur Bildung von Paaren duroh ein Susseres Magnetfeld auf- 
einanderzu bewegt werden. Der einzige Nachteil dieser Methods 
ist darln zu sehen. dass durch das Versehen der Membran der 
Zellen mit ferromagnetlschen Partikeln teilweise das Wachs- 
tum der fusionlerten Zellen spater gehemmt wird. 

welches der drei vorgenannten Ausfuhrungsbeispiele fiir die 
jeweils zu fusionierenden Zellen Anwendung finden soli, ist 
von den Eigenschaften und Empf indlichkeiten dieser Sellen 
abhangig zu machen, da die Zellen auf die in Kauf zu nehmenden 
Nachteile bei jedem der drei Ausfiihrungsbeispiele des Ver- -. 
fahrens in unterschledlicher Weise ansprechen, so dass das , 
geeignete Verfahren jeweils in AbhSngigkeit von den Eigen- • 
schaften des Zelltyps ausgewShlt werden muss. 

Bei den bisher beschriebenen AusfUhrungsbeispielen des er- . 
findungsgemassen Verfahrens wurden im Detail noch keine Aus- 
sagen darOber gemacht, wie die Zellen auf den Trager aufge- 
bracht und auf diesem fixiert werden konnen. Hierbei sind 
zunachst prinzlpiell alle Moglichkeiten denkbar, durch 
welche die Zellen beim Fixieren und Aufbringen nicht ge- 
schadigt werden. Besonders zweckmSssig ist es, wenn die 
Trager so ausgebildet sind, dass eine PlUssigkeit duroh sie 
hindurchgesaugt werden kann, so dass zu einem Aufbringen 
der zellen auf die TrSger die Zellsuspension durch diese 
hindurchgesaugt wird und die Zellen auf der OberflSche des 
Tragers haften bleiben. 

Damit die Zellen jedoch nach dem Aufbringen auf die Ober- 
fiache der TrSger nicht sofort wieder duroh Flussigkeit von 
diesen abgespult werden, sollte eine Bindung zwischen den 
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Zellen auf der Oberf lache der Trager und den TrSgern selbst 
erfolgen- 

Dies ist dadurch laSglich, dass die Zellen durch 
Haftung In Poren der TrSger fixiert werden. Das Aufbringen 
der Zellen erfolgt dabei belspielswelse^ wle oben beschrle- 
ben, durch Hindurchpumpen einer Z ell suspension durch die 
Trager, so dass sich die Zellen in - den Poren auf der Ober- 
flache festsetzen. Ein derartiges Fixieren der Zellen auf 
dem Trager erlaubt s&atliche Methoden des ZusanunenfOhrens 
der beiden Trager, da die Zellen sowohl durch Dielektro- 
phorese vie auch durch ein entsprechendes magnet isches Feld 
leicht aus den Poren der Trager herausgezogen una auf die ? 
gegeniiberliegende Zelle zu bewegt werden konnen. 

Ein anderes Ausfuhrungsbeispiel des erf indungsgemassen ^ 
Verfahrens sleht vor, dass die Zellen durch elek-krostatische 
Wechselwirkung auf den Trclgern fixiert werden. Dabei kann 
eine Belegung der Oberf lache entweder dadurch erfolgen, dass 
die Z ell suspension durch einen entsprechend ausgebildeten 
TrSger hindurchgepumpt wird oder dass die Zellsuspension pa- 
rallel zur OberflSche an dem TrSger vorbeistrSmt und durch die 
elektrostatische Wechselwirkung die Zellen aus der Zellsus- 
pension herausgezogen und auf den TrSgem fixiert werden. 
Das mechanische Zusammenfuhren der beiden Trager ist bei 
einer derartigen Wechselwirkung ohne weiteres moglich/ Prob- 
leme konnen jedoch dann entstehen, wenn das mechanische Zu- 
sammenf iihren zusatzlich mit Dielektrophorese oder mit einem 
magnetischen Zusammenfuhren der Zellen zu Paaren kombiniert 
ist, da dann die elektrostatische Wechselwirkung zwischen 
den Zellen und den Tragern so klein sein muss, dass die Zel- 
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len bei der Dielektrophorese oder bei dem magnetischen Zusam- 
^nfuhren trotzden. noch von einer» der Tr.ger geiast werden 
kSnnen. Elne derartige Elnstellung der St.rke der elektro- 
statischen Wechselwirkung der Zellen mit den, Trager erfolgt 
bevorzugterweise durch geeignete Wahl des pH-Werte, xn der 
Zellsuspens ion . 

Schliessllch besteht auch noch die MbglicWcelt, dass die Zel- 
Ten L=K Bindung .itteis Anti.«rpern auf den Tr^gern xxiert 
werden. Auch hier ist ein mechanisches ZusammenfOhren der , 
TeUen ohne weiteres «aglich, iedocK »uss ebenfails bei e ne. . 
ko^obinlerten Zusa:„.enfUhren der Zellen • 
chanisches Auf einanderzubewegen der Trager und -^"-J^^^^. 
aurch Dielektrophorese oder mittels magnetischer ^^^r: 
gestell. werden, dass die Zellen durch die dabex auf diese 
ausgebObten KrSfte von zuzuindest einem der Trager ablosbar 
sind. d.h. dass- die Bindungen zwischen den Zallen und den 
liti^arpem so sohwach sind, dass sie von den Kraften auf- 
r^rjwerden Xannen, die durch das bei der Oiele.^ophorese 
Lgewandte Wechselfeld oder das Magnetfeld entstehen. 

Des weiteren liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, elne 
Vorrichtung zur DurchfUhrung des erfindungsge^assen Verfahrens 
zu schaffen- 

Diese Aufgabe wird bei einer Vorriohtung der eingangs be- 
schriebenen Art erf indungsgeruass dadurch geiast. dass zwx- 
schen den Elektroden zwel TrHgerelen«nte mit ,.,en..n.n^r 
Lricbteten und Zellen tragenden OberflSchen posxtxonxerbar ■ 
. Tirrei die Oberf lachen einen ersten Abstand vonei»nder a^- 
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weisen. Vorteilhaft bei dieser Vorrichtung ist, dass sie er- 
laubt, das eingangs beschriebene erf indungsgemSsse Verfahren 
in sehr einfacher Weise durchzuf iihren , wobei vor allem die 
zwischen die Elektroden positionierbaren TrSgerelemente eine 
sehr einfache Moglichkeit bieten, in gezielter Weise Paare 
von Zellen zu erzeugen und zur Fusion zwischen den Elektroden 
zu placieren. 

Dabei kahn es zweckmSssig sein, wenn eine Vers tell vorrich- 
tung vorgesehen ist, mittels welcher die OberflSchen von 
einem zweiten, wesentlich grSsseren Abstand bis auf den 
ersten Abstand auf einanderzu bewegbar sind, so dass die Tra- 
gerelemente. zunSchst. mit einem grdsseren zweiten Abstand in . v 
die Verstellvorrichtung eingesetzt werden konnen und anschiies: 
send die M3glichkeit besteht, die Tragerelemente und dadurch 
auch die auf deren Oberf lache f ixierten Zellen bis zu dem 
gewiinschten ersten Abstand auf einanderzu zu bewegeui 

Wenn die Zellen mechanisch zu Paaren zusammengeftthrt werden 
sollen, ist es notwendig, dass der erste Abstand so gering 
ist, dass die Zellen an den Oberf lachen der beiden Trager- 
elemente in Membrankontakt kommen, d.h. der erste Abstand 
richtet sich danach, welche Grosse die Zellen haben, und 
wie Weit die auf den Oberf ISchen fixierten Zellen von die- 
sen mcucimal abstehen. 

Wenn vorgesehen ist, dass die Zellen zunSchst durch mechani- 
sches Zusammenfiihren in einem bestimraten Abstand voneinander 
angeordnet werden und das letzte Stuck durch Dielektrophorese 
Oder Magnetf elder auf einanderzu bewegt werden, ist es vor- 
teilhaft, wenn der erste Abstand ungefahr einem Mehrfachen 



3505U7 



A 46 320 b 
20.Dezember 1984 
X 35 



des Durchnessers der Zellen entspricht, so dass nur diese 
gerlnge Streclce durch Dlelektrophorese Oder ZusaranenfUhren 
mlttels Magnetfeldern UberbrUckt werden muss. Weiterhin 
ist bei einem mechanischen zusamnienfUhren der TrSger- 
elemente bis zu einem dem Durcluaesser mehrerer Zellen ent- 
sprechenden ersten Abstand von Vorteil, dass es zur Her- 
stellung einer Schicht aus Fusionsmedium zwischen den TrSger- 
elementen, in welcher die Zellen schvriianend mittels elek- 
trischen Oder magnetisohen Feldern bewegt werden kSnnen, 
nicht notwendig ist, diese Tragerelemente selbst oder mit- . 
samt den Elektroden so auszugestalten, dass ein BehSltnis 
entsteht, welches die rittssigkett zwischen den Tragerelemen- 
ten halt, sondern dass bei einem derart geringen ersten Ab- 
stand der auf jedem Trilgerelement noch haftende FlUssigkeits 
film fUr die Ausbildung der Schicht aus Fusionsmedium aus- - 
reicht. 

Bel Anwendung der Dlelektrophorese ftlr das Zusawuenfuhren 
der zellen zu Paaren ist keine . besondere Ausgestaltung 
der Vorrlchtung notwendig, da das fUr die Dlelektrophorese 
erforderliche Wechselfeld mittels derselben Elektroden er- 
zeugt werden kann wie sie auch fUr die Erzeugung des fdr 
die Elektrof usibn notwendigen Feldimpulses verwendet wer- 

den. 

Beim zusammenfuhren der Zellen mittels Magnetfeldem ist 
es notwendig, dass Spulen zur Erzeugung quer. zu den Ober- 
fiachen verlaufender magnetischer Felder vorgesehen sind, 
wobei vorteilhafterweise Feldlinien dieser magnetischen 
Felder im wesentlichen senkrecht zur OberflSche der TrSger- 
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elemente verlaufen, dainit die Zellen von eineiti Tragerelement 
auf die gegeniiberliegenden Zellen des anderen TrSger elements 
zu bewegt werden und kein Bewegen der Zellen parallel zu 
den Oberflachen der TrSger elemente erfolgt. 

Wenn eine Fixierung der Zellen auf der Oberf lache der TrSger- 
elemente in den Poren dieser TrSgerelemente erfolgen soil, 
ist es vorteilhaft, wenn die Tragerelemente Filter iiiit 
einer dem Durchmesser der jeweils zu fusionierenden Zellen 
entsprechenden Porengrosse sind, da dlese Materialien einer- 
seits erlauben, Feldsuspension zum Aufbringen der Zellen auf 
die Tragerelemente durch diese hindurchzusaugen, so dass ein 
einfaches Belegen der Tragerelemente mit Zellen moglich ist, 
und andererseits nur die Zellen oder Partikelr die ungefahr 
der ZellgrSsse entsprechen, sich in den Poren festsetzen 
und in dies en f ormschlussShnlich gehalten sind. 

Der Nachteil einer Fixierung der Zellen in den Poren auf 
der Oberf ISche der Tragerelemente ist jedoch hauptsachlich 
darin zu sehen, dass beim Hindurchsaugen neben den Zellen, 
wie bereits beschrieben, auch Schmutzpartikel sich in den 
Poren festsetzen, so dass bei einer Zellsuspension, die 
neben den Zellen vergleichbar grosse derartige Partikel ent- 
hait, eine hohe Belegungsdichte der Oberf lache der Trager- 
elemente mit Zellen nicht erreichbar ist. Aus diesem Grund 
ist es beispielsweise von Vorteil/ wenn die Tragerelemente 
zum Fixieren der Zellen auf ihren Oberflachen ein lonen- 
austauschermaterial tragen. Ein derartiges Material ist 
ebenfalls einfach und billig zu beschaffen und bietet an- 
dererseits die Mdglichkeit, dass auf grund der weit spezifi- 
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scheren wechselwxrkung zwisohen den- TrSgerelementen und 
den zellen auch bei mit Schmut.teilen befrachteter Zellsus- 
pension etne hohe Belegungsdichte auf den Oberf Uchen er- 
reicht verden Kann, da zumindest ein Teil der Schiautzpar- 
tlkel durch das lonenaustauschermaterial nicht an die Ober- 
fiache der TrSgerelemente gebunden wird. Ausserdem hat exne 
derartige Ausf<ihrung der TrSgerelemente nooh den Vortexl, 
dass es nicht unbedingt notwendig ist, die TrSgerelemeate 
aus einem porSsen Material herzustellen, durch das zu. Bele- 
gen von deren Oberfiache mit Zellen die Zellsuspension hxn- 
durchgesaugt werden muss, sondern dass man auch beispiels- 
weise die M8glichkeit hat, die Zellsuspension parallel zur 
Oberf lache der TrSgerelemente an diesen vorbeistromen zu , 
lassen, wobei sich aufgrund der elektrostatischen Wechsel- . 
wirkung die Zellen trotzdem an der Oberf lache der TrJ^ger- . 
elemente anlagern. 

Die spezifischste Wechselwirkung der Zellen mit den TrSger- . 
elementen ist dadurch erreichbar. dass die TrSgerelemente 

Pixieren der Zellen auf Ihren OberflSchen fUr d.e a-exls 
r/i ren:e: zellen spezifische ^tikarper tragen. Der^Vor- 
Teil e ner derartigen Ausbildung der Tr^gerele^ente zexgt 
Tich dlrin, dass die AntikSrper so gewahlt werden k.nnen 
2Ts nur ganz bestinoate Zellen aus der Z ell suspension auf 
2r orerfLhe der. Tr.gerelemente angelagert werden. .amxt 
Z In die MOglichkeit, selbst bei Zellsuspensxonen, die 
T^rZ sorten von Zellen enthalten, nur die Jewells ge- 
- !hL zellsorte auf der Oberflache der Tragerelemente 
v^nschte ^ zellsuspension 

anzulagern, ohne aass axe u«i.xy / ^ 
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noch vorkommenden Zellsortfcn einen storenden EinfXuss aus- 
uben. Des weiteren ist eine Verminderung der Belegungsdichte 
durch eventuell in der Zellsuspension enthaltene Schmutzpar- 
tikel vollstandig ausgeschlossen, da die Antikorper mit die- 
sen in keinem Fall wechselwirken. Die Antik5rper-Zelle- 
Wechselwirkung kann sogar so spezifisch sein, dass nur le- 
bende und lebensfahige Zellen auf den TrSgerelementen fixiert 
werden und bereits Zellen, die kurz vor dem Absterben Oder 
bereits abgestorben sind, durch die AntikSrper nicht mehr 
gebxinden werden. Des weiteren kann auch, wie bereits beim 
lonenaustauschermaterial, das Auftragen der Zellen auf die 
Oberflache der TrSgerelemente zum einen durch DurchstrSmen 
der Tragerlemente erfolgen, wobei diese dann aus poriJsem 
Material hergestellt sein miissen, das jedoch eine Poren- 
grSsse haben kann, die wait grosser ist als der Durchmesser 
der Zelle, so dass auch hier eine Verminderung der Belegungs- 
dichte durch auf den Oberflachen angelagerte Schmutzpartikel 
wesentlich geringer ist. Zum anderen kann die Zellsuspension 
parallel zur Oberflache der Tragerelemente stromen, so dass 
die sich langs der Oberflache bewegenden Zellen durch die 
Antikorper eingefamgen werden. 

Weitere Merkmale und Vorteile der Erf indung sind Gegenstand 
der folgenden Beschreibung sowie der zeichnerischen Darstel- 
lung einiger Ausfiihrungsformen der Erf indung. In der Zeich- 
nung zeigen: 

Fig. 1 eine teilweise aufgebrochene Seitenansicht 

des ersten Ausfxihrungsbeispiels der erfindungs- 
gemassen Vorrichtung; 

Fig. la einen Ausschnitt im Bereich A in Fig.1; 
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Fig. 2 eine perspektlvlsche Frontansicht 
einer Halterung gemass Fig. 1; 

Fig. 3 ein Aufbringen von Zellen auf ein TrSger- 
element gemSss einem Ausfiihrungsbeispiel 
des erfindungsgemassen Verfahrena urid 

Fig. 4 eine Ansicht elnes zweiten AusfUhrungsbei- 
spials entsprechend Fig. 1. 

Ein erstes Ausfuhrungsbexspiel einer erf indungsgemSssen 
Vorrichtung in Fig. 1 zeigt im einzelnen eine verstellbare , 
Haltevorrichtung 10, welche zwei einandcr gegenCber- 
stehende Aufnahmeteile 12 und 14 umfasst. wobei daa Aufnahme- 
teil 14 direkt an einer Grundplatte 16 gehalten ist und 
senkrecht von dieser absteht und das Auf nahmeteil 12 sei- . 
nerseits an einem Schlltten 18 befestigt ist, «elcher . 
auf einer auf der Grundplatte 16 angeordneten Pilhrung 20 
verschieblich gelagert ist. Auf einer dem Aufnahmeteil 14 
entgegengesetzten Seite trSgt die Grundplatte 16 noch eine 
ebenfalls in gleicher Richtung wie das Aufnahmeteil 14 
senkrecht von dieser abstehende Platte 22 . an weloher ein 
GehSuse 24 einer Mikrometerschraube 26 gehalten ist. 

Die Mikrometerschraube 26 dient zur definierten Verschiebung 
des Schlittens 18 auf der Fiihrung 20, wozu ein Verschiebe- 
bolzen 28 der Mikrometerschraube 26 auf den Schlitten 18 
wirkt und mit diesem zumindest bezuglich seiner Verschiebe- 
riohtung fest verbunden ist. 

An jedeiu der einander gegenOberstehenden Aufnahmeteile 12 
und 14 ist jeweils eine von zwei einander gegenuberliegen- 
den Halterungen 30 und 32 befestigt. Diese Halterungen 30 
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und 32 tragen auf einanderzugewandten Seiten parallel zu- 
einander verlaufende Elektroden 34 und 3S, die so ausge- 
richtet sind, dass sie senkrecht zu einer Verschieberich- 
tung 38 des Schlittens 18 verlaufen, wobei diese Ver- 
schieberichtung 38 im allgemeinen parallel zur Grundplatte 
16 verlauft- 

Vorteilhafterweise umfasst jede der Halterungen 30 und 32 
einen Trichter 40 bzw. 42/ welcher eine grosse Offnung 44 
bzw. 46 und eine kleine Sffnung 48 bzw. 50 besitzt. Die 
grosse Offnung 44 bzw. 46 ist mit einem zylindrischen 
Flansch 52 bzw. 54 versehen, an welchem die den Trichter 40 
bzw. 42 abdeckende Elektrode 34 bzw. 36 gehalten ist. Eine 
Zylinderachse des Flansches 52 bzw. 54 verlauft parallel 
zur Verschieberichtung 38. Des we iter en ist die kleine off- 
nung 48 bzw. 50 mit einer Olive 56 bzw. 58 ausgeriistet, auf 
die jeweils ein Saugschlauch 60 bzw. 62 aufsteckbar ist. 
Dieser steht wiederum mit einer Pumpe 64 bzw. 66 in Verbin- 
dung, so dass folglich durch diese Pumpen 64 bzw, 66 in 
einem Inneren einer jeden der Halterungen 30 und 32 ein 
Unterdruck erzeugbar ist. 

Die beiden mit einer Oberflache parallel zueinander verlau- 
fenden und senkrecht zu dieser Oberflache durch die Mikro- 
meterschraube 26 verschiebbaren Elektroden 34 und 36 sind 
jeweils mit einem TrSgerelement 68 bzw. 70 iiberzogen, wel- 
ches tiber die jeweilige Elektrode 34 bzw. 36 ubersteht 
und zusatzlich noch auf einer Aussenseite des senkrecht 
zu der Elektrode 34 bzw. 36 verlaufenden zylindrischen 
Flansches 52 bzw. 54 uberlappend anliegt. Zur Fixierung 
des TrSgerelements 68, 70 ist dieser Flansch 52 bzw. 54 
mit einer Ringnut 72 versehen, in welchen ein diese 
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Ringnut 72 uberlappender Tail fies TrSgerel^nts 68 

bzw 70 durch sinen auf den, Trageralement 68 bzw. 70 auf 

liegenden Elastomerrlng 76 bzw. 78 gedrUckt ist (Flg.la) . 

Das Tragerelement 68 bzw. 70 dient zur TiKierung von zu fu- 
sionierendcn Zellen 30 IFig. 2). Bei dem "Sten 
AusfUhrungsbaispiel ist vorgesehen, dass ein ^^^^'^'^^ 
de. Zellen 80 durch Hindurchsaugen einer ^^^^-^^--^ 

84 durch das jawellige Tr^gerele^ent 68 bzw. 70 erfolgt (Fig.3) 
Oazu .assea die ZleKtroden 34 bzw. 36 perforiert ausgabxl- 
aet sein und die darauf aufllegenden Tragaralamante 68 
b.w. 70 ebenfalls aus einem f lUssigkaitsdurchlassxgan Ma- 
terial bestehen. Bevorzugterweise wird, wie in 2^arge- 
stellt, far die Tragarelamente 68 und 70 ain porosas Filter 
r^ill verwende. und die -f^^—Vl 
bzw. 36 sind aus einem Drahtgef lecht ^"^'^ 
durch EvaKuiaran ^ mnaren der Halterung 30 bzw der Hal 
terung 32 ein FlUssig.aitss™ sowohl ^--^^^^^^^^^^f 
Tragerela.ant 68 bzw. 70 sowie durch die Electrode 34 ^w. 
36 in das Innare der Haltarung 30 bzw. 32 erzeugt werden. 
ZL die in dar Zellsuspension 84 enthaltenen ^e^l^/.T 
auf einar der iewailigen El^trode 34 bzw. 36 abgewandten 
Oberfiacha 86 bzw. 88 des jeweiligen 

bzw. 70 anlagem und entsprechend den eingangs beschrxebe 
nen HJJglichkeiten fixiert werden. 

Ein derartiges Aufbringen dar Zallen auf «^^^ P^^^^J^^f^^^ 
86 und 88 der Trigerelemente 68 und 70 kann ba.spxalswa.sa 
in einer in Fig. 3 dargestelltan Vorrichtung arfolgen 
. „ozu die jeweilige Halterung 30 bzw. 32 

chenden Aufnahi«eteil 12 bzw. 14 geiast und .n exn Gefass 
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mit eineni Bad der Zellsuspension 84 eingetaucht wird. Gleich- 
zeitig wird iiber die an der jeweiligen Halterung 30 bzw. 32 
Uber den Saugschlauch 60 bzw. 62 angeschlossene Pumpe 64 bzw. 
66 ein Unterdruck im Innern der Halterung 30 bzw, 32 erzeugt, 
so dass die Fliissigkeit der Zellsuspension 84 in der beschrie- 
benen Weise durch das Tragerelement 68 bzw, 70 sowie die 
Elektrode 34 bzw. 36 hindurchstrSmt • 

Sobald die Oberf lichen 86 und 88 der Tragerelemente 68 und 70 

jeweils mit einer Schicht von Zellen 80 belegt sind, 

werden die Halterungen 30 und 32 in die vorgesehenen Auf- :^ 

nahmeteile 12 und 14 der Haltevorrichtung 10 eingesetzt 

und mit diesen Verbunden, 

Hierbei ist ein Abstand zwischen den Aufnahraeteilen 12 und 
14 derart zu wahlen, dass die OberflSchen 86 \ind 88 einen 
grossen Abstand voneinander aufweisen und vor allem die : 
Halterungen 30 und 32 bequem in die Auf nahmeteile 12 und 14 ; 
einsetzbar sind, Nach Fixieren der Halterungen 30 und 32 
wird durch Drehen der Mikrometerschraube 26 der Schlitten 18 
auf der Fuhrung 20 in Verschieberichtung 38 verschoben, so 
dass die OberflSchen 86 und 88 der beiden Tragerelemente 68 
und '70 aufeinanderzu bewegt werden. Je nach dem beabsichtig- 
ten Verfahren der Zellfusion werden die beiden Oberflachen 86 
und 88 so lange verschoben bis sie einander beruhren, oder 
es ist zumindest eine der Oberflachen 86 und 88 mit Ab- 
standshaltern 92 versehen, welche das Zusammenfuhren der 
beiden Oberflachen 86 und 88 nur bis auf einen durch die 
Dicke der Abstandshalter 92 definierten Abstand ermoglichen. 
Diese Abstandshalter 92 werden vor allem dann eingesetzt. 
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wenn die Paare von ZelXen nach einem Zusammenf Qhren der 
Oberflaohen 86 una 88 auf mechanische Art und Weise vollends 
durch Dielektrophorese gebildet werden. 

zur Erzeugung eines fttr die Dielektrophorese erforderliohen 
Wechselfeldes sowie zur spSteren Applikation der Fusions- 
impulse sind die beiden Elektroden 34 und 36 Uber elektri- 
schG Lettungen 94 und 96 mit einem Spannungsgenerator 98 
verbunden, der sowohl in der Lage ist, das fur die Elek- 
trophorese erforderliche Feld wie auch die ftir die Fusion 
notwendigen Feldimpulse zu erzeugen, wobei selbstverstand- 
lich bei vollstandigem Zusammenfiihren der OberflSchen 86 . 
und 88 far die Dielektrophorese kein Feld mehr angelegt 
werden muss, sondern sofort die Fusions impulse appliziert >. 
werden konnen. 

Ein zweites Ausffihrungsbeispiel der erfindungsgemSssen Vor- 
richtung, dargestellt in Fig. 4, besitzt Im wesentlichen 
dieselben Telle, welche auch mit denselben Bezugszelchen 
.wie beim.ersten Ausfiihrungsbeispiel versehen sind und daher 
nicht mehr gesondert beschrieben warden. 

Zusatzlich ist bei dieser Vorrichtung noch an den Aufnahme- 
teilen 12 und 14 jeweils eine die Halterungen 30 bzw. 

32 umgebende Spule 100 bzw. 102 vorgesehen, welche vor- 
teilhafterweise einen Innendurchmesser aufweist, der gros- 
ser als ein grosster Durchmesser der jeweiligen Halterung 
30 bzw. 32. Diese Spulen sind so diraensioniert, dass sie 
vorzugsweise ein magnetisohes Feld erzeugen, dessen Feld- 
linien ungefShr senkrecht auf den OberflSchen 86 und 88 
der Tragerelemente 68 und 70 stehen. 
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Zur Stromversorguzig der Spulezi 100 und 102 ist noch ein 
StromversorgungsgerHt 104 vorgesehen, welches tLber jeweils 
zwei Leitungen 106 und 108 mit den Spulen 100 bzw. 102 ver- 
bunden ist und den fiir die Erzeugung einer ausreichend gros- 
sen FeldstHrke notwendigen Strom liefert. 

Das zweite Ausfiihrungsbei spiel der erfindungsgemassen Vorrich- 
tung erlaubt somit, sSmtliche der eingangs beschriebenen Ver- 
fahren zum Zusamiaenfiihren der Zellen/ d.h. zur Bildung von 
Zellpaaren anzuwenden. 

Es ist mdglich, die beiden Oberflachen 86 und 88 nicht mit 
den Abstandshaltern 92 zu versehen/ so dass sie durch die 
. Mikrometerschraube 26 dicht aneinander angelegt werden und 
dadurch mechanisch Paare von Zellen entstehen. 

Bs ist aber ebenfalls moglich, die beiden OberflSchen 86 und 
88 nur bis zu den durch die Abstandshalter 92 vorgegebenen 
Abstand zusamraenzufuhren, so dass dieser Abstand bevorzugter- 
weise dem Durchznesser mehrerer Zellen entspricht, jedoch so 
gering ist, dass ein jeweils auf einer der OberflSchen 86 
und 88 haf tender Fliissigkeitsf ilm ausreicht, um eine durch- 
gehende Flussigkeitsschicht zwischen den zusammengef iihrten 
Oberflachen 86 und 88 zu bilden/ die aufgrund der Kapillar- 
wirkung zwischen diesen Oberflachen gehalten wird und in 
welcher die Zellen beim Zusammenf iihren mittels Dielektro- 
phorese oder mittels magnetischer Felder aufeinanderzu 
schwimmen kdnnen. 

Je nach dem, ob nun nach dem Zusammenf iihren der Oberflachen 
86 und 88 ein elektrisches Wechselfeld fur die Dielek- 



- 25 - 



A 46 320 b 

20. Dez ember 1984 

x-35 



3505147 

- 25 - 



trophorese angelegt wird. oder ob mittels der Spulcn 100 
una 102 eln Magnetfeld erzeugt wird, werden die Zellen 
vor Applikation des Fusionsimpulses durch den Spannungs- 
generator 98 entveder durch ein elektrisches ^-^^J^-^ 
durch ein magnetisches Feld zu Paaren zusanuaengefUhrt. 

Bei Verwendung magnetischer Felder ist es ^^^''^^--f^f 
lich, dass die Materialien fttr die Halterungen 30 und 32 
so gewahlt werden mttssen, dass sie fUr das ^^^^^'I'f 
durLassig sind. Die Elektroden 34 und 36, dxe notwendxger 
weise aus eine» elektrisch leitenden Material bestehen 
™assen, icannen dabei entweder seibst aus eine. ferro^ag- 
netischen Material hergestellt sein oder es genugt, wenn 
diese eine ausreichende Zahl von Perforationen aufweisen, 
durch welche das »agnetische Feld hindurchtreten kann. 

zu. Entfernen der fusionierten Zellen von den O^^^fl^^^^ 
86 und 88 der Tragerelemente 68 und 70 werden die beiden 
Oberfiachen 86 und 88 wieder auseinandergeschoben und 
vorzugsweise die Halterungen 30 und 32 von den Aufnahme- 
teilen 12 und 14 geiast und dieZellen durch ^^^tauchen 
aer Halterungen 30 und 32 in eine Lbsung -^^-pUlt v^ei 
selbstverstandlich hierzu die Pun^en 64 und 66 nicht mehr 
benotigt werden. 

Bel den folgenden, in. Detail beschriebenen AusfUhrungsbei- 
spielen des erf induugsgemassen Verfahrens weraen jewels 
Hefezellen eines unterschiedlichen Typs. namlich Hefezellen 
aes TtLes Saccharo«yces cerevisiae ^ 21 S und des StaK.es 
saccharomyces cerevisiae AH22, miteinander fusioniert, wobei 
jeweils eine der Oberfiachen 86 und 88 znit Zellen des 
ersten Typs und die andere mit Zellen des zweiten Typs be- 
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legt wird- Dabei kSnnen fUr die Herstellung der Zellsuspen- 
slonen zwei unterschledliche L5sungen verwendet werden. 

Als erste, Musserst schwach leitende Losung dient eine iso- 
tone Sorbitollosung, in welcher zuaatzlich noch 0,1 m^Iol 
Calcium-Chlorid und 0,5 mMol Magnesium-Chlorid sowie 1 mg 
Albumin/ml enthalten sind. Das Albumin hat dabei nur die 
Aufgabe, eine elektrostatische Haftung der Zellen/ beispieXs- 
weise an Gefassinnenflachen zu vermeiden. 

Als zweite, stark leitende Li5sung dient ebenfalls eine iso- 
tone Sorbitollosung, in welcher zu 0,1 mMol 

Calcium-Chlorid, 0,5 zoMol Hagnesium-Chlorid und 1 mg Albumin 
/ml noch zusStzlich 12 mMol KCl und 40 mMol NaCl zugesetzt 
sind/ wobei relativ zur ersten LSsung die Konzentration 
des Sorbits geringer sein muss, urn eine konstante Iso- 
osmolaritat zu gewahrleisten, 

Eine Zelldichte der Zellsuspension lag bei beiden verwend- 

9 

baren Ldsungen bei. ungefShr 10 Zellen/ml. 

Selbstverstandlich wurden bei den folgenden Experimenten je- 
weils beide Zelltypen vor ihrem Aufbringen auf eine der 
Oberflachen 86 und 88 getrennt, jedoch in jeweils derselben 
L6sung, suspendiert, d.h. beide Typen in Losung 1 oder 
beide Typen in Losung 2. 

1 . Beispiel des Verf ahrens 

Hierbei dient als Tragerelement 68 und 70 jeweils ein Milli- 
porefilter, des sen Porendurchmesser so gewahlt wird, dass 
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er ungefShr dem Durchmesser der zu fusionierenden Zellen 
entspricht. Dies bedeutet bei den vorliegenden Hefezellen 
einen Porendurchnvesser des Milliporefilters von 4 bis 6 iim. 
Die Fixierung der Zellen auf der Oberflache 86 und 88 des 
jeweiligen Milliportf liters erfolgt somit durch Einlagerung 
der zellen in den Poren, d.h. durch einen Formsohluss. 

Dazu wird, wie bereits beschrieben, jede der Halterungen 
30 und 32 aus den Aufnahmeteilen 12 und 14 entnonmien und 
jede der Halterungen 30 und 32 in ein GefSss getaucht, in . 
welchem der jeweilige zu fixierende Typ von Hefezellen in 
Form der Zellsuspension vorliegt. Durch Einschalten der 
Pumpen 64 und 66 wird die Losung durch das ala Tragerelement 
68 und 70 dienende MilUporefilter und auoh durch die dahinter- 
liegende Elektrode 34 bzw. 36 hindurchgesaugt, wobei die auf 
den Oberfiachen 86 bzw. 88 auftreffenden Zellen sich in den 
Poren des MilUjorefilters festsetzen. Das Hindurchsaugen 
der LJSsung erfolgt so lange, bis sich der stromungswiderstand 
merklioh erh«5ht. Nun werden die beiden Halterungen 30 und 32 
aus den Suspensionen entnotnmen. und in das jeweils entspre- 
chende Aufnahmeteil 12 bzw. 14 eingesetzt. Hierbei ist je- 
dooh noch zu erwahnen, dass es bei der formschiassigan 
Fixierung der Zellen auf den Oberfiachen 86 und 88 vorteil- 
haft ist, auch nach dem Entnehmen der Halterungen 30 und 32 
aus den jeweiligen Zellsuspensionen einen geringen Onter- 
druck im innern der Halterungen 30 und 32 aufrecht zu erhal- 
ten, damit die darin stehende LOsung nicht durch die Elek- 
troden 34 bzw! 36 und das darauf liegende TrSgerelement 
68 bzw. 70 naqh aussen strSmt und die in den Poren form- 
schlUssig gehaltenen Zellen wleder von den Oberfiachen 86 
und 88 wegschwemmt. Aus diesen Grund wird der Unterdruck im 
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Innern der Halterungen 30 und 32 zum einen so gross gewShlt, 
dass die LeJsung im Innern nicht wieder zuriickstromt, zum 
andern jedoch so klein, dass aiif der jeweiligen OberflSche 
86 bzw. 88 noch ein ausreichend dicker Piassigkeitsf ilm be- 
stehen bleibt und vor allem nach dem Entfernen der Halterun- 
gen 30 und 32 aus den Zellsuspensionen keine Luft durch die 
Mi lliporef liter hindurchgesaugt wird. 

Das Zusammenfuhren der mit Zellen belegten OberflSchen 86 und 
88 der Tragerelemente 68 und 70 kann, wie bereits vorstehend 
eriautert wurde, auf verschiedene Art und Weise erfolgen: 

a) Mechanisches Zusammenfuhren 

Hierzu werden mittels der Mikrometerschraube 26 die bei- 
den Oberflachen 86 und 88 mechanisch bis auf ungefahr 
1 fim zusaxnmengeschoben. Oieser Abstand kann beispiels- 
weise durch ein Objekt-Mikrometer bestimmt und kontrol- 
liert werden. 

Damit stehen die beiden Typen von Hefezellen, von denen 
der eine auf der Oberflache 86 und der andere auf der 
Oberfiache 88 fixiert ist, in Membrankontakt miteinander 
und es mils sen nur noch mittels des Spannungsgenerators 
98 zwei Fusions impulse im Abstand voneinander von unge- 
fahr 0,5 Sekunden appliziert werden. Die Fusions impulse 
haben eine Dauer von 10 usee und eine FeldstSrke und 
eine Feldstarke von 10 kv/cm. 

Bei Raumtemperatur (ungefahr 24°C) konnen die beiden 
Oberflachen 86 und 88 nach ungefahr eirier Ausheilzeit- 
spanne der Zellen von 10 Minuten durch Drehen der 
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Mikroineterschraube 26 voneinander getrennt werden. Die 

Halterungen 30 und 32 werden dann wiederura aus den 

Aufnahmeteilen 12 und 14 entnommen und in einem bekann- 

ten Wachstumsmedium fur die Fusionsprodukte von den 

TrSgerelementen 68 und 70, d.h. in diesem Falle den 

MilUporeflXtern abgewaschen. Nach Anziehen der fusionier- 

ten Hybridzellen in dem Wachstumsmediura werden diese 

kloniert und dann weiter auf Agar gezogen. Das Wachs- 

tumsmedium sowie das Klonieren und weitere Anziehen 

der Hybride ist ausfiihrlich in der Publikation von 

Schnettler et al. (Schnettler, Zimmermann und Emels, > 

iiQft4» Selte 81-85) beschrieben. 
FEMS Letters 24, (19»4) oeite oi 



Nach ungefShr zweiw5chigem Anziehen der fusionierten ,.. 
Zellen konnte bei Verwendung der LOsung 1 eine Ausbeute 
von ungefahr 5000 Hybriden und bei Verwendung der LBsung 2, 
d.h. der leitenden, einer physiologischen Konzentration 
. . ahnlicheren L6sung, etwa 6000. bi3 7000 Hybride gezShlt wer- 
den. 

' Eine warmeentwicklung bei Verwendung der leitenden LSsung 
konnte nicht beobachtet werden, da die Fusionsimpulse 
sehr kurz sind, so dass in der Lflsung eine elektrische 
Leitung durch die lonen, die zu einer Warmeentwicklung 
fiihrt, nur in unwesentlichem Omfang eintritt. 

b) Mechanisches ZufammenfUhren in Kombination mit 
Dielektrophore se . ■ 

Das Belegen der Oberf lachen 86 und 88 der Tragerelemente 
68 und 70 erfolgte identlsch wie bei a) , die Oberf ISchen 
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86 und 88 wurden mechanisch/ jedoch nur bis zu einem Ab- 
stand von ungefahr 20 \im zusamiaengefiihrt, Hierzu konnten, 
wie bereits beschrieben, Abstandshalter 92 mit einer 
Dicke von 20 ^im verwendet werden. Durch die sich zwischen 
den Oberflachen 8(5 und 38 bildende Schicht aus der ur- 
spriinglichen Losung kSnnen die Zellen bei Anlegen eines 
fOr die Dielektrophorese Oblichen elektrischen Wechsel- 
feldes aufeinanderzu bewegt werden, wobei eine der ein 
Paar bildenden Zellen aus ihrer Oberflache herausgelSst 
wird, was jedoch bei den formschiassig in den Poren des 
Milliporefilters sitzenden Zellen problemlos erfolgen 
kann. Das Wechselfeld fur die Dielek- 
trophorese wurde 10 Sekunden lang angelegt, wobei die 
Feldstarke 3 kv/cm betrug. Anschliessend wurden die bei- 
den Fusionsimpulse mit einer Feldstarke von 10 kV/cm und 
einer Pulslange von 10 usee im Abstand von 0,5 Sekunden ■ 
appliziert. Fiir die Herstellung der Zellsuspension konnte 
wie bei a) ebenfalls die Ldsung 1 Oder die LSsung 2 ver- 
wendet werden. Die Verwendung einer elektrisch stark lei- 
tenderi L5sung auch bei Dielektrophorese ist deshalb mSg- 
lich, well die Zellen nur Ober eine sehr kleine Distanz 
-von in diesem Fall 20 jim aufeinanderzu bewegt werden mus- 
isen, so dass das Wechselfeld nur fiir eine kurze Zeitspan- 
ne anzulegen ist und daher auch keine sehr grosse Brwar- 
mung auch bei lei tender LOsung auftritt. 

Das Entfernen der Fusionsprodukte von den Oberflachen 86 
und 88 sowie das Anziehen der Hybride erfolgt wie bei 
a) . 

Die Ausbeute betrug bei Losung 1 ungefahr 5800 Hybride 
und bei Losung 2 etwa 6500. 
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c, Mechanlsches ZusaHoaet^fahren in Kombin^^^^ 
' ".,«;,minenfahre n H.irch macrnetische Felder 

Auch bei diesem AusfUhrungsbeispiel ktSnnen dleselben 

- -a T««,inrr 5 wie bei a) verwen- 
LSsungen, d.h. LBsung 1 und L6sung 2. wie Dei , 

det warden. Damit die Zellen jedoch durch magnetische 

peldcr aufeina^derzu bewe^bar sind, sind die MenO^ranen 

der Hefezellen vorher «it magnetischen Teilchen zu ver- 

sehen. Hierzu wird der ZelUuspension ein .g/ml Poylysxn 

zugegeben, durch welches ebenfalls zugegebene Te.Xchen 

aus Magnetit (Mischung aus T^^O, und ^.,0,^ . - Handel • 

unter der Bezeichnung Ferrofluid zu erwerben, auf einer 

Oberfiache der Menbran der Hefezellen gebunden warden. . 

oas Belegen der Me^nbran ait .ellen erf olgt wie bei den 
vorher besohriebenen Ausfuhrungsbeispielen und die Ober 
Tiachen 86 und 88 warden wie bei b) bis auf aine Dis.anz 
von 20 m einander angenShert. 



wie 



.urch Anlagan einas Magnetfeldes warden die Zellen 
bei der Dlelektrophorese, vori einer der Oberflachen 86 
Oder- 88 abgeiest und auf einanderzu bewegt. 

Die Fusion der Zellen sowie das sp.tere iU>15sen von den 
Oberflachen 86 und 88 erfolgt wie bereits unter a) und 
by beschrieben. 

Bei Verwendung der genannten Lasungen wurden Ausbeuten 
von ungefShr 2500 Hybriden erraicht. 
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2.Beispiel des Verfahrens 

Die Tragerelemente 68 und 70 sind bei diesem Ausfuhrungs- 
beispiel als porose lonenaustauschermembran ausgebildet, wo- 
bei es sich bevorzugterweise um einen Kationenaustauscher 
handelt, welcher in der Lage ist, an den Oberflachen 86 und 
88 positiv geladene Teilchen elektrostatisch zu binden. 

Das Belegen der Oberflachen 86 und 88 erfolgt wie bei den 
bisher beschriebenen Ausf iihrungsbeispielen ebenfalls durch 
Hindurchsaugen der L5sung durch die jeweiligen TrSgereleinente 
68 und 70 sowie die Elektroden 34 und 36 in das Innere der 
Halterungen 30 und 32 mittisls der Pumpen 64 und 66. Als L5- 
sungen werden wie bei den bisher beschriebenen AusfUhrungs- 
beispielen ebenfalls die L5sungen 1 und 2 verwendet. Die, 
Suspensionsdichte wird dabei so eingestellt, dass auf den 
Oberflachen 86 und 88 elne einlagige Schicht von Zellen ent- 
steht. Die Starke der elektrostatischen Bindung der Zellen 
auf den Oberflachen 86 und 88 der lonenaustauschermembran 
kann durch Variation des pH-Wertes in der Zellsuspension 
entsprechend eingestellt werden. 

a) Mechctnisches Zusainmenfuhren 

Hierzu werden, wie unter a) des ersten Beispiels beschrie- 
ben/.die Oberflachen 86 und 88 bis auf einen Abstand 
von ungefahr 1 \im aufeinanderzu bewegt, so dass die Zel- 
len miteinander in Membrankontakt kommen. Da die Zellen 
zur Bildung der Paare weder von der Oberflache 86, noch 
von der Oberflache 88 abgelQst werden luussen, kann die 
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Bindung der Zellen an diese Oberflachen sehr gut sein, 
so dass in den L5sungen zunachst mit einem pH-Wert von 
ungefahr 7 gearbeitet werden kann. Nach Applikation der 
Fusionsimpule mit derselben StSrke wie bei den bisherigen 
Ausfuhrungsbeispielen wird ebenfalls wieder das Aushetlen 
der Zellmerabran abgewartet und anschliessend die beiden 
Oberfiachen 86 und 88 voneinander entfernt. 

Um im folgenden die Zellen von den Oberflachen 86 und 88 
leicht abspttlen oder abwaschen zu kbnnen, wird ein NShr- 
medium mit einem pH-Wert verwendet, der ungefahr bei 6 , 
liegt. Ein derart erniedrigter pH-Wert fuhrt dazu, dass- 
sich auf dem lonenaustauschermaterial Protonen anlagern. 
welche die Bindungen zwischen 

den zellen und der Kationenaustauschermembran losen, 
so dass sich diese leichter entfernen lassen. Das Klonie- 
ren und Anziehen der Zellen erfolgt wie bei den bisherigen 
Ausfuhrungsbeispielen. Als Ausbeute- werden ungefahr > 
7700 Hybride gezahlt. 

b) Mechanisches Zusamrnenfiihren in Kombination mit Dielek- 
trbphorese — 

Die verfahrensftihrung erfolgt wie bei b) des ersten Aus- 
fuhrungsbeispiels, mit dem einzigen anterschied, dass 
in diesem Fall der pH-Wert der LSsung 1 oder der Losung 2 
so eingestellt werden muss, dass die Zellen von den, Ober- 
flachen 86 und 88 durch das elektrische Feld abgelost 
werden kSnnen, da ansonsten ein Zusammenftihren der Zellen 
zu Paaren nicht mSglich ware. Nach dem ublichen Klonieren 
und Anziehen der Zellen erhSlt man eine Ausbeute von 
6300 Hybriden. 
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c] Mechanisches Zusaininenfuhren in Kombination mit einem 
Zusammenfuhren durch Magnet f eld - 

Auch hier ist der pH-Wert so einzusteilen, dass die Zel- 
len durch das angelegte Magnetfeld von dem jeweiligen 
lonenaustauscherraaterial auf der Oberflache 86 oder 88 
abgelost und zusammengefuhrt werden konnen. Die Verfah- 
rensfUhrung erfolgt ansonsten genau wie bei c) des ersten 
Ausfiihrungsbei spiels- Die Ausbeute betragt iingefShr 
3200 Hybride. 



3.Beispiel des Verfahrens 

Bei diesem Beispiel wird als Tragerelement 68 und 70 ein 
poroses Material verwendet, welches auf seinen Oberflachen : 
86 und 88 rait Antikorpern versehen ist/ welche durch Glutat- 
aldehyd an dem jeweils verwendeten Tragerelement 68. oder 70 
.gebunden sind. Bevorzugterweise wird als TrSgerelement ein 
. . ' porSses Filtermaterial verwendet, welches jedoch hinsichtlich 

--.t; 2 seiner Porengrbsse "keinen *Beschrankungen unterliegt, so dass 
. . . bevorzugterweise ein Material mit grSsseren Poren verwendet 

wird, so dass sich auf den Oberflachen 86 und 88 beim Hindurch- 
saugen der L&sung mdglichst wenig Schmutzpartikel absetzen. 

Die Herstellung derartiger Antikorper entspricht den bisher 
iiblichen Verfahren und wird beispielsweise in dem Artikel 
von 

ausfuhrlich beschrieben. 
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a) Mechanlsehes Zusa nimenfahren 

Die verfahrensfOhrting erfolgt wie unter a) im ersten 
Oder im zweiten Ausfiihrungsbeispiel beschrieben, wobei 
ebenfalls die LSsungen 1 oder 2 Verwendung finden kOnnen. 

Der einzige Dnterschied besteht darin, dass die Zelle 
nach der Fusion mitsamt den Tragerelementen 68, 70, a 
welchen sie noch haften, in das NShrmedium gebraoht » 
Hierin kSnnen sioh die noch an den TrSgerelementen 68 
und 70 haftenden Zellen teilen. Nach 1 bis 2 Tagen war- 
den die Tragerelemente 68 und 70 sorgfaitig ausgewaschen 
und die LSsung dann abzentrifugiert, wobei hauptaachllch 
die durch Tcilung entstandenen Tochterzellen von den Trager- 
elementen 68 und 70 abgel6st werden. 

Das Klonieren der erhaltenen Tochterzellen erfolgt dann, 
wie bei Schnettler et al. beschrieben. 

Die Ausbeute der erhaltenen Hybride liegt bei ungefShr 
5000 bis 6000. 

. b) Mechanisches Zusammenfahren in Kombination mit 
: Dielektrophorese . 

Hierbei wird ebenfall* wie uhter b) bei den Beispielen 
1 und 2 beschrieben, verfahren. 

HinzuzufUgen ist, dass zum DurchfOhren der Dielektrophorese 
auch die Bindung zwischen den Zellen und den Antikorpern 
nur so stark sein darf , dass die Zellen bei der Dielek- 
trophorese zumindest von einer der OberflSchen 86 und 88 
abgeiast und auf die gegenUberliegende OberflSche gebracht 
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werden konnen. Die Auswahl der Antikorper mit der ent- 
sprechenden Bindungsstarke erfolgt durch gezielte Selek- 
tion der Antikorper vor ihrem Aufbringen auf die Trager- 
elemente 68 und 70- ' 

Die Ausbeute an Hybriden betragt ungefahr 5000. 

c) Mechanisches Zusammenfuhren in Kombination mit Zusammen- 
fuhren unter Verwendung von Magnet feldern 

Hierbei wird ebenfalls wie unter c) bei den bereits be- 
schriebenen Beispielen 1 und 2 verfahren, wobei ebenfalls' 
wie bei b) des dritten Ausfuhrungsbeispiels die Starke 
der Bindung zwischen Zellen und Antikorpern so sein muss, 
dass die Zellen durch das Magnetfeld zumindest von einer 
der Oberflachen 86 und 88 gelost werden k5nnen/ wobei 
die Selektion der AntikSrper wie oben beschrieben erfolgt 

Die Ausbeute an Hybriden betrSgt ungefahr 2000. 
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